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Hiermit wird Antrag auf Durchfuhrung einer eingehenden Sach- 
prufung gestellt. 

Zu den im International Recherchenbericht zitierten Druckschrif- 
ten wird wie folgt Stellung genommen: 

Neuheit 

Keine der Druckschriften offenbart ein Verfahren, bei welchem bei 
Vorhandensein einer nachzuweisenden Nukleinsaure ein von der 
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Nukleinsaure unabhangiger ausschlieftlich dem Nachweis dienender Zwischenab- 
schnitt z oder ein dazu komplementarer Zwischenabschnitt z* mittels einer PCR und 
damit exponentiell amplifiziert wird. Der Zwischenabschnitt z oder der dazu komple- 
mentare Zwischenabschnitt z' dient nicht als Primer-Bindungsstelle. Der Zwischen- 
abschnitt z ist zwischen einem spezifisch die nachzuweisende Nukleinsaure binden- 
den Teilabschnitt t2 oder t4 , welcher bei einer Primer-Verlangerungsreaktion ver- 
langert wird, und einem Teilabschnitt t1 oder t3, dessen Gegenstrang der Bindung 
eines PCR-Primers dient, angeordnet. 

Erfinderische Tatigkeit 

Die DE 100 46 184 (D2) wird als nachstliegender Stand der Technik erachtet Dar- 
aus ist ein Verfahren zum Nachweis einer Nukleinsauresequenz mittels einer einen 
Gegenstrang zu der Nukleinsauresequenz erzeugenden Reaktion vorgesehen. Da- 
bei wird eine Verbindung bereitgestellt, welche aus einem fur eine nachzuweisende 
Nukleinsauresequenz spezifischen ersten Primer und einer fur den ersten Primer 
spezifischen Identifizierungssequenz besteht. Die Synthese eines Gegenstrangs zur 
Identifizierungssequenz wird jedoch verhindert. Alternativ wird zwar ein Gegenstrang 
zu der Identifizierungssequenz gebildet, die Identifizierungssequenz selbst danach 
jedoch abgebaut. In jedem Fall wird ein Produkt aus einem doppelstrangigen Be- 
reich und einem einzelstrangigen aus der Identifizierungssequenz oder deren Ge- 
genstrang bestehenden Bereich gebildet. Die Identifizierungssequenz oder der Ge- 
genstrang kann dann mit einer dazu komplementaren immobilisierten Bindungsse- 
quenz hybridisieren und die Hybridisierung nachgewiesen werden. 

Der Unterschied zwischen dem aus der D2 bekannten und dem erfindungsgemaften 
Verfahren besteht darin, dass beim erfindungsgema&en Verfahren ein ausschliefl- 
lich dem Nachweis dienender Zwischenabschnitt vorgesehen ist, welcher exponenti- 
ell durch eine PCR amplifiziert wird. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein alternatives Verfahren zum Nachweis 
einer Nukleinsaure bereit zu stellen, welches mit einfachen Mitteln durchzufuhren ist, 
eine hohe Sensitivitat aufweist und den parallelen Nachweis einer groGen Zahl ver- 
schiedener Nukleotidsequenzen unter einheitlichen Bedingungen in einem gemein- 
samen Reaktionsansatz ermoglicht. 
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Die Aufgabe wird durch das erfindungsgemafte Verfahren gelost. Durch den Zwi- 
schenabschnitt z kann eine nahezu unbegrenzt grofte Zahl an spezifischen Kenn- 
zeichnungen fur Primer und damit fur die nachzuweisenden Nukleinsauren zur Ver- 
fugung gestellt werden. Der Zwischenabschnitt z kann daruber hinaus speziell fur 
eine spezifische Hybridisierung mit einer immobilisierten Sonde im Schritt lit. g) ge- 
staltet werden. Dadurch ist ein paralleler spezifischer Nachweis einer groften Zahl 
von Nukleinsauren moglich. Durch die exponentielle Amplifikation des Zwischenab- 
schnitts z oder des dazu komplementaren Zwischenabschnitts z* wird eine hohe 
Sensitivitat erreicht. 

Beim erfindungsgemafJen Verfahren werden zunachst erste und zweite Primer- 
Verlangerungsreaktionen durchgefuhrt, bei welchen der Zwischenabschnitt nicht 
vervielfaltigt wird. Die erste und zweite Primer-Verlangerungsreaktion muss beim 
erfindungsgemaften Verfahren nur einmal oder wenige Mai durchgefuhrt werden. 
Auf eine exponentielle Amplifikation kann verzichtet werden. Dadurch wirkt sich bei 
parallel durchgefuhrten Nachweisreaktionen eine unterschiedliche Effizienz zwi- 
schen unterschiedlichen ersten Primer-Paaren bei der jeweils ersten und zweiten 
Primer-Verlangerungsreaktion nur geringfugig auf die Menge der bei der danach 
durchgefuhrten PCR gebildeten und letztendlich nachzuweisenden dritten Primer- 
Verlangerungsprodukte aus. Das bei der PCR eingesetzte zweite Primer-Paar kann 
unabhangig von der Sequenz der nachzuweisenden Nukleinsaure gestaltet werden. 
Dadurch konnen fur alle nachzuweisenden Nukleinsauren zweite Primer-Paare mit 
einheitlicher Effizienz bei der PCR bereitgestellt werden. Beispielsweise konnen da- 
zu alle ersten Primer-Paare einen ersten Primer mit einem einheitlichen ersten Teil- 
abschnitt t1 und einen zweiten Primer mit einem einheitlichen dritten Teilabschnitt t3 
aufweisen. Damit lagen zwei fur alle nachzuweisenden unterschiedlichen Nuklein- 
sauren gleiche universelle Primer-Bindungsstellen vor. Dadurch ist es moglich, bei 
Schritt lit. d) fur alle nachzuweisenden Nukleinsauren ein gemeinsames zweites 
Primer-Paar bereitzustellen und damit beim Schritt lit. e) eine PCR durchzufuhren. 
Es wird ein paralleler Nachweis einer grolien Zahl verschiedener Nukleotidsequen- 
zen unter einheitlichen Bedingungen in einem gemeinsamen Reaktionsansatz er- 
moglicht. 

Ein weiterer wesentlicher Vorteil des erfindungsgemaften Verfahrens besteht darin, 
dass auch die Effizienz der Hybridisierung mit der immobilisierten Sonde durch die 
Wahl der Sequenzen des Zwischenabschnitts z und der Sonde fur alle nachzuwei- 
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senden Nukleinsauren einheitlich gestaltet werden kann. Dadurch und durch eine 
einheitliche Effizienz bei der Durchfiihrung der PCR mit den zweiten Primer-Paaren 
lassen sich die Mengen der nachzuweisenden Nukleinsauren direkt miteinander 
vergleichen. 

Der D2 ist kein Hinweis auf das erfindungsgemaGe Verfahren zu entnehmen. Insbe- 
sondere ist der D2 nicht der erfindungsgemafte Grundgedanke zu entnehmen, statt 
der nachzuweisenden Nukleinsaure eine davon unabhangige ausschlieftlich dem 
Nachweis dienende Sequenz exponentiell zu amplifizieren und zum indirekten 
Nachweis fur das Vorhandensein der nachzuweisenden Nukleinsaure zu verwenden. 
Die D2 legt das erfindungsgemaGe Verfahren nicht nahe. 

Aus der D1 ist ein Verfahren bekannt, welches eine Multiplex-DNA-Amplifikation 
einer grofien Zahl von Zielsequenzen ermoglicht. Wahrend der Vervielfaltigungsre- 
aktion werden Primer in die Produkte eingebaut. Die eingesetzten Primer weisen ein 
Hybridisierungssegment und ein konstantes Segment auf. Das Hybridisierungsseg- 
ment hybridisiert mit der Zielsequenz, so dass es durch eine Polymerase verlangert 
werden kann. Das konstante Segment hybridisiert nicht mit der ursprunglich zu ver- 
vielfaltigenden Nukleinsaure. Bei der ersten Primerverlangerungsreaktion wird je- 
doch ein dazu komplementarer Gegenstrang gebildet. Bei einer zweiten Primerver- 
langerungsreaktion konnen markierte Primer eingesetzt werden, welche das kon- 
stante Segment enthalten und dadurch mit der dazu komplementaren bei der ersten 
Primerverlangerungsreaktion gebildeten Sequenz hybridisieren konnen. Die resultie- 
renden markierten Amplifkationsprodukte der zweiten Primer-Verlangerungsreaktion 
konnen dann nachgewiesen werden. Sie weisen alle dieselbe Markierung auf. Der 
Nachweis der amplifizierten Nukleotidsequenzen erfolgt entweder gelelektrophore- 
tisch oder durch immobilisierte DNA-Sonden, welche spezifisch mit den nachzuwei- 
senden und amplifzierten Nukleinsauren hybridisieren. Hier erfolgt also der Nach- 
weis durch eine spezifische Hybridisierung mit der nachzuweisenden Nukleinsaure 
und nicht durch eine spezifische Hybridisierung mit einer unabhangig davon bereit- 
gestellten nur dem Nachweis dienenden und daher beliebig gestaltbaren Nuklein- 
saure. Hinweise auf das erfindungsgemafie Verfahren sind der D1 nicht zu entneh- 
men. 

Auch eine Kombination der Lehren aus der D1 mit den Lehren aus der D2 wurde 
das erfindungsgemaBe Verfahren nicht nahe legen. Die Kombination wurde ein 
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Verfahren ergeben, bei welchem in einer Primerverlangerungsreaktion ein Ge- 
genstrang zur Identifizierungssequenz gebildet wird, der dann zur Erhohung der 
Sensitivitat mittels einer PGR vervielfaltigt wird. Da die Identifizierungssequenz ge- 
mafc der D2 dem konstanten Segment gemaB der D1 entspricht, wurde fur die PCR 
ein Primer eingesetzt werden, welcher eine mit der Identifizierungssequenz identi- 
sche Sequenz aufweist und an den bei der Primerverlangerungsreaktion gebildeten 
Gegenstrang zur Identifizierungssequenz bindet. Die Amplifikation einer Sequenz, 
welche weder der Bindung an die nachzuweisende Nukleinsaure noch direkt oder 
indirekt (auf dem dazu komplementaren Gegenstrang) der Bindung von Primern 
dient, wird dadurch aber nicht nahe gelegt. 

Shuber A.P. et al. (D3) und die WO 96/41012 (D4) offenbaren ein Multiplex-PCR- 
Verfahren, bei welchem universelle Primer eingesetzt werden, welche eine gleich- 
zeitige Amplifikation unterschiedlicher Nukleinsauren unter einheitlichen Bedingun- 
gen ermoglichen. Der Nachweis der amplifizierten Nukleinsauren erfolgt hier jedoch 
gelelektrophoretisch. Der Gedanke eine ausschliefilich dem Nachweis dienende 
exponentiell zu amplifzierende Nukleinsauresequenz vorzusehen ist durch die D3 
und die D4 nicht nahe gelegt. 

Aus der WO 02/14534 A2 (D5) ist ein Verfahren zum Nachweis einer Zielnukleo- 
tidsequenz in einer Probe bekannt, bei welchem ein erster Primer eingesetzt wird, 
welcher einen Uberhang aufweist und ein zweiter Primer, welcher Mittel zur Bindung 
aufweist. Nach Durchfuhrung einer ersten PCR mit der Zielsequenz und diesen Pri- 
mern wird ein Strang vom anderen Strang der gebildeten Produkte mittels der Mittel 
zur Bindung entfernt und einer der beiden Strange mittels einer fur die nachzuwei- 
sende Nukleinsaure spezifischen Sonde nachgewiesen. Hinweise darauf, eine un- 
abhangig von der nachzuweisenden Nukleinsaure bereitgestellte Nukleinsaurese- 
quenz zu amplifizieren und zum indirekten Nachweis fur das Vorhandensein der 
nachzuweisenden Nukleinsaure zu verwenden, sind auch der D5 nicht zu entneh- 
men. 

Aus Brownie J. et al. (D9) ist ein Verfahren zum Verhindem der Bildung von Primer- 
Dimeren in einer PCR bekannt. Dabei werden Primer mit einern aus einer zusatzli- 
chen Nukleotidsequenz bestehenden Anhang an ihrem 5'-Ende verwendet. Diese 
Primer sind in einer so niedrigen Konzentration in der PCR vorhanden, dass sie nur 
an fruhen Zyklen der PCR Teilnehmen. In weiteren PCR-Zyklen dient ein einzelner 
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die Sequenz des Anhangs aufweisender Primer der Amplication. Die Sequenz des 
Anhangs fuhrt bei aus Primer-Dimeren gebildeten Amplifikationsprodukten dazu, 
dass komplementare von der Sequenz des Anhangs abgeleitete Sequenzen eines 
einzelstrangigen Amplifikationsprodukts miteinander hybridisieren und dabei eine Art 
M Pfannenstil"-Struktur biiden. Durch die Hybridisierung wird das Annealing von weite- 
ren Primern an den Anhang verhindert und dadurch die Produktion unerwunschter 
PCR-Produkte vermieden. Die PCR-Produkte werden gelelektrophoretisch nachge- 
wiesen. Ein Verfahren, bei welchem eine nur dem Nachweis dienende Nukleotidse- 
quenz expotentiell amplifiziert wird, wird auch durch die D9 nicht nahe gelegt. 

Da keinen der genannten Druckschriften das Merkmal einer expotentiell zu amplifi- 
zierenden nur dem Nachweis durch Hybridisierung dienenden Zwischensequenz zu 
entnehmen ist, kann auch durch eine Kombination der Merkmale der Entgegenhal- 
tungen nicht zum erfindungsgemafcen Gegenstand gelangt werden. 

Es wird darum gebeten, die Patentfahigkeit des vorliegenden Anspruchsbegehrens 
anzuerkennen. Hilfsweise wird die Durchfuhrung einer mundlichen Anhorung bean- 
tragt. 




Dr. W. Gassner 
Patentanwalt 
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